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(57) Abstract 

The invention concerns a medicine comprising, as active principle, an efficient quantity of at least an oligosaccharide substance 
capable of modulating apoptosis dysfunction and optionally comprising, on at least some of its unit motifs, at least a substituent of the 
group comprising sulphate, methyl and acetyl groups, the substance being selected from the group comprising: oligosaccharides derived by 
enzymatic or chemical process from polymer groups including 1-3 glucans optionally comprising /? 1-6 branches; and oligosaccharides 
derived by enzymatic or chemical process from sulphated galactans, in particular carrageenans. agars and porphyrans. 

(57) Abr^gd 

L* invention a pour objet un mddicament comportant, ^ titre de principe actif, une quantitd efficace d*au moins une substance 
oligosaccharidique propre h moduler les d6r6glements de Tapoptosc et comportant 6ventuellement, sur au moins certains de ses motifs 
unitaires, au moins un substituant du groupe comprenant les groupements sulfate, m^thyle et acdtyle, la substance dtant choisie dans le 
groupe comprenant les oligosaccharides d6riv6s par voie enzymatiquc ou chimique des polymferes du groupe comprenant Its 0 1-3 glucans 
comportant evenmellement des ramifications p 1-6, et les oligosaccarides d6riv6s par voie enzymatique ou chimique des galactanes sulfates, 
notamment les carragh6nanes. les agars et les porphyranes. 
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N4EDICAMENT POUR LE TRAITEMENT DES DEREGLEMENTS DE L'APOPTOSE CONTENANT DES OLIGOSAC- 
CHARIDES 



Ij' invention a pour objet un medicament pour le 
5 traitement des dereglements de I'apoptose. 

On designs par le terme "apoptose" la mort 
cellulaire programmee ou suicide cellulaire. 

Cette mort correspond a une auto-elimination des 
cellules suivant un programme defini, 
10 Elle se traduit tout d'abord par des renflements au 

niveau de la membrane plasmatique, renflements qui sont 
accompagnes d'un changement structurel de la membrane, puis 
par une perte de volume de la cellule qui semble se 
contracter et s'effondrer sur elle-meme. 
15 Le noyau se condense et I'ADN est clive en petits 

morceaux (Raff, 'Wature'^, 356 , 397, 1992; Bortner et al . , 
''Trends In Cell. Biol.'' 5, 21, 1995). 

In vivo, la cellule en apoptose est reconnue par les 
macrophages qui vont la phagocyter et I'eliminer en 
20 1' absence de tout processus inf lammatoire . 

In vivo toujours, 1' apoptose est largement utilisee 
par les organismes vivants pour controler les populations 
cellulaires, en particulier les lymphocytes suite a leur 
activation. 

25 Par ailleurs, 1' apoptose joue, au cours du 

developpement des organismes, un r61e primordial dans 
1 ' elimination des tissus embryonnaires non necessaires 
(queue du lezard, ebauche des organes genitaux d'un sexe ou 
de 1' autre), et dans la sculpture de I'organisme 

30 (elimination des palmures interdigitales entre les futurs 

doigts et autres) . 

Certains composes presents dans les organismes 
vivants induisent specif iquement un phenomene apoptotique. 
Ainsi, par exemple chez les mammiferes, la liaison du ligand 

35 Fas au recepteur membranaire Fas, egalement designe par 
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APO-1 ou CD95, induit specif iquement une apoptose; cette 
apoptose est utilisee par I'organisme vivant pour controler 
les populations de lymphocytes, notamment de lymphocytes T. 

Les susdits recepteur et ligand representent un 
5 systeme physiologique extremement interessant qui est 

implique dans 1 ' elimination specif ique de cellules qui ne 
sont plus desirees dans 1 ' organisme . 

On peut citer en particulier 1 ' elimination 
cellulaire au cours de la maturation et de 1' activation des 
10 lymphocytes T. En fait, le systeme Fas, c'est-a-dire Fas 

ligand/Fas recepteur, joue un role primordial dans 
1 ' homeostasie du systeme immunitaire. 

Le recepteur Fas est un membre d'une famille de 
proteines qui agissent comme recepteurs a la surface des 
15 cellules et qui comprennent egalement les recepteurs TNF 

(facteur de necrose tumorale) et NGF (facteur de croissance 
des nerfs) • 

Le recepteur Fas est exprim6 dans de nombreuses 
cellules; il s ' accumulerait au niveau de I'appareil de 
20 Golgi . 

Le mecanisme par lequel le systeme Fas induit la 
mort cellulaire est inconnu mais fait appel a 1' activation 
des proteases connues sous 1 ' appellation ICE-like 
( '^interleukine-1 beta-converting enzyme" en anglais) ou 

25 caspases , 

On peut noter que le ligand Fas peut Stre secrete 
par les cellules pour induire leur propre suicide; mais 
etant donne que ce ligand se retrouve aussi ^ la surface de 
cellules activatrices , celles-ci vont de ce fait induire le 

30 suicide de cellules cibles par simple contact- Une fois 

active, le recepteur Fas interagit avec de nombreuses 
proteines intracellulaires pour transmettre le signal 
dec 1 enchant 1 ' apoptose . 

In vitro, il existe d'autres moyens pour induire une 

35 apoptose , par exemple en inhibant 1 ' activite de certaines 
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kinases, et en particulier la kinase C; dans ce cas, on peut 
avoir recours a la staurosporine . 

Ce produit est tres efficace pour induire la mort 
des cellules par apoptose. 

II est neanmoins a remarquer que la transduction des 
signaux induits par la staurosporine est differente de celle 
f aisant intervenir le recepteur Fas . 

Toutefois, si les moyens d'activer 1' apoptose sont 
differents, 1' execution du programme de mort induit par ces 
deux modes d' activation est equivalente et caracterisee par 
une activation de la cascade des caspases et un d^reglement 
de la mitochondrie qui relache des composes (par exemple le 
cytochrome C) qui vont promouvoir la destruction programmee 
de la cellule. Ce ph^nomene est energie -dependant mais ne 
requiert pas la syn these de nouvelles proteines. En fait, 
tout est pret dans une cellule pour assurer sa propre 
destruction . 

In vivo, la regulation du phenomene apoptotique a 
une importance considerable. 

En effet, de nombreuses pathologies sont associees 
a son dereglement. 

On peut citer, par exemple, deux cas de dereglement 
de 1' apoptose dans lesquels celle-ci est modulee via le 
systeme Fas: il s'agit des maladies auto-immunes dans 
lesquelles 1' apoptose est d^ficiente et de la destruction 
des lymphocytes T CD4+ infectes par HIV-1 dans lesquels 
1' apoptose est trop active. 

Dans d'autres cas tels que les degenerescences 
neuronales rencontrees par exemple dans la sclerose en 
plaques , 1 ' apoptose est activee par des voies non encore 
connues . 

II existe d'autres pathologies dans lesquelles 
1' apoptose est deficiente; k cet egard, on peut citer 
1 ' accumulation de cellules cancereuses dont 1' apoptose 
semblerait dependre du systeme FAS ( "Gr-een", Science, 
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vol.278, 1246, 1997) . 

La Societe Demanderesse, au vu des constatations 
rappelees ci-dessus, a eu le merite de trouver que, des lors 
que I'on dispose d'un medicament capable de moduler les 
5 dereglements de I'apoptose tant du point de vue d'une 

activation dans le cas des pathologies du groupe de celles 
comprenant les maladies auto-immunes et les pathologies du 
type cancer que du point de vue de son inhibition dans le 
cas des pathologies du groupe de celles comprenant le SIDA, 

10 il devenait possible de lutter centre ces maladies. 

Et elle a eu le merite non moins grand de trouver 
que certaines substances oligosacchari-diques et 
monosaccharidiques comportant eventuellement , sur au moins 
certains de leurs motifs unitaires, au moins un substituant 

15 du groupe comprenant les groupements sulfate, methyle et 

acetyle, etaient propres a moduler les dereglements de 
1 ' apoptose . 

L' invention a done pour objet un medicament 
caracterise par le fait qu'il comporte, a titre de principe 

20 actif, une quant ite efficace d'au moins une substance 

oligosaccharidique propre a moduler les dereglements de 
I'apoptose, et comportant eventuellement, sur au moins 
certains de ses motifs unitaires, au moins un substituant du 
groupe comprenant les groupements sulfate, methyle et 

25 acetyle, ladite substance etant choisie dans le groupe 

comprenant 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
chimique des polymeres du groupe comprenant les p 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications 3 1-6, 
30 - les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 

chimique des galactanes sulfates, notamment les carraghe- 
nanes, les agars et les porphyranes. 

Selon un mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 
35 principe actif, une quantite efficace d'au moins un 
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10 dans laquelle n represents un nombre entier de 1 a 50, de 

preference de 5 a 10 et dans laquelle le nombre de 
branchements varie de 0 a 3 par unite de repetition. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 

medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 

15 principe actif, une quantite efficace d'au moins un 
disaccharide de repetition propre a moduler les dereglements 
de 1' apoptose et repondant la f ormule 



20 



Gal > Gal Gal (U) 

13 1 4 J n 



dans laquelle n represents un nombre entier de 1 a 50, de 
preference de 1 a 20, au moins certains des disaccharides de 
repetition de formula (II) pouvant comporter un ou plusieurs 

25 groupes sulfate, 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 
principe actif, une quantite efficace du produit propre a 
inhiber au moins partiellement 1' apoptose et obtenu par 

30 hydrolyse a partir de iota- car raghenate de sodium, ce 

produit etant constitue par un melange d' oligo-iota- 
carraghenanes designe par I9, dont la teneur en oses totaux 
(determinee selon Tillmans et Philippi) est de 62% et dont 
le profil de distribution par taille, estime par 

35 electrophorese sur gel de polyacrylamide selon Zablakis et 



wo 99/39718 



PCT/FR99/00229 



Perez, est: 

lota-neocarratetraose (DP 2) 8-12% 
lota-neocarrahexaose (DP 3) 23-27% 
lota-neocarraoctaose (DP 4) 18-22% 
5 lota-neocarradecaose (DP 5) 13-17% 

lota-neocarradodecaose (DP 6) 8-12% 
Oligo-iotacarraghenane (DP 7) 3-7% 
Oligo-iotacarraghenanes constitues par 8 
a 15 disaccharides de repetition (DP 8-15) 13-17%. 
10 Les susdites methodes sont decrites, pour ce qui est 

de Zablakis E. & Perez J., dans ''Botanica marina'^, 33, 273- 
276 (1990) et, pour ce qui est de Tillmans J. & Philippi K. , 
dans ''Biochem. Z. 215, 30-60 (1930). 

Pour preparer le produit I9, on peut proceder coinine 

15 suit. 

On incube le iotacarraghenane en presence de 
1' enzyme iotacarraghenase partiellement purifiee a une 
temperature de 45 - 50''C, puis on ultrafiltre les produits 
d'hydrolyse sur une membrane de 10 000 Da. On obtient ainsi 
20 le produit I9. 

Plus particuli^rement , le polymere de iotacarra- 
ghenane est hydro lyse par une iotacarraghenase recombinant e 
surexprimee dans la souche Escherichia coli. 

La preparation de 1' enzyme se fait par dissolution 
25 du culot bacterien (correspondant a 1 litre de culture) dans 

50 ml de tampon Tris 10 mM pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 roM CaCl2, 
de fagon a avoir au final, 500 U/ml . 

Du point de vue pratique, on dissout 100 g de 
substrat iotacarraghenane dans 20 1 d'eau distillee a chaud 
30 (80**C) de fagon a obtenir a une concentration a 5 g/1 puis 

on ajuste le pH a 7 , 5 avec du carbonate d'ammonium. 

Pour effectuer I'hydrolyse, 1' enzyme est ajoutee a 
50 U/g de polymere. L' ultrafiltration en continu est engag^e 
apres 30 minutes; il s'agit d'une ultrafiltration 
35 tangentielle . 
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Pour cette ultrafiltration tangentielle , on peut 
utiliser un appareil de marque Pellicon comportant une 
cassette de 10 000 Da 0.46 PTGC de la Societe Millipore; 
cat appareil est regie sur 2 bars en entree et 0.5 bar en 
sortie , 

La sortie du filtrat est partiellement fermee pour 
maintenir le debit de filtration a 1 litre par heure. 

Les caracteristiques de 1' enceinte reactionnelle 
sont choisies de fagon a permettre un approvisionnement de 
1' enzyme en substrat jusqu'a epuisement des 20 1 de solution 
et le maintien d'un volume fixe de 2 litres. 

On obtient 18 1 d'un ultrafiltrat qui est concentre 
jusc[u'a 1 litre par evaporation rotative, puis le concentrat 
est lyophilise. Le lyophilisat ainsi obtenu contient le 
produit I9 . 

Les oligocarraghenanes de la fraction I9 ainsi 
obtenues ont ete soumis a un f ractionnement supplementaire 
par chromatographie basse pression sur colonne de Biogel P6 
puis sur colonne de Sephadex GIO. 

On obtient ainsi les fractions identifiees plus 

haut . 

Selon un autre mode de realisation avantageux, 
le medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 
principe actif, une quantite efficace du produit propre a 
inhiber au moins partiellement 1 ' apoptose et constitue par 
la fraction DP 7 du produit I9. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, le 
medicament conforme a 1' invention comporte, a titre de 
principe actif, une quantite efficace du produit propre a 
activer les dereglements de 1' apoptose, obtenu par extraction 
aqueuse acide a partir d'une algue brune denommee Laminaria 
digitata., ce produit 6tant constitue par xxn melange d'oligo 
(5 1-3 glucans designes par L^^^. comportant de 1 a 50, de 
preference de 20 a 30 unites saccharidiques , le produit en 
question presentant le spectre RMN montre a la figure 1 . 
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II est a noter que le produit L^^^. P^^t egalement 
etre obtenu par extraction aqueuse a partir des algues 
brunes en general dont Laminaria digitata est un 
representant . 

5 La preparation du produit L^i peut §tre effectuee 

comme suit. 

A 300 g d' algues fraiches de type Laminaria digitata 
recoltees au mois d'aout sous forme fralche ou seche, on 
ajoute progress ivement 1 1 d'acide sulfur ique 0,3%. 
10 L' operation est realis6e au bain-marie a une 

temperature d' environ 70°C pendant 2 heures et 30 minutes 
sous agitation. 

Cette operation est renouvelee deux fois. 
L'extrait obtenu est clarifie par filtration sur un 
15 filtre de porosite 1,2 pm. 

Le liquide resultant de cette filtration est soumis 
a une ultrafiltration tangentielle sur une membrane de 
porosite 50000 Dal tons. 

L' ultrafiltration est r^alisee en maintenant une 
20 pression de 1 bar. 

On obtient ainsi un ultrafiltrat dont le pH est 
ramene a 5,5 presentant un volume d' environ 0,8 litre. Get 
ultrafiltrat est soumis a une dialyse sur une membrane en 
ester de cellulose de porosite egale a 500 Daltons, 
25 On obtient un dialysat qui est concentre a un voliame 

de 100 ml par evaporation a 80*^C k I'aide d'un dispositif de 
type ROTOVAPOR, puis lyophilis6. 

On obtient 7 g d'une poudre couleur creme 
constituant le produit 1^2.1- 
30 Une analyse par chromatographie ionique couplee a 

1 ' amperometrie et utilisant une resine echangeuse d'ions 
commercialisee par la Societe DIONEX, montre que les oligo 
p 1-3 glucanes constitutifs de la susdite poudre ont en fait 
1 a 50, de preference de 20 a 30 unites saccharidiques . 



35 
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15 



20 



Les conditions chromatographiques (methode dite 
HPLC, c'est-a-dire Chroma tographie liquide sous haute 
pression") etant les suivantes : 



Colonne 
Debit 
Detection 
Inj ection 

Gradient d ' elution 



Temps d ' analyse 
Temps de retention 



Carbopac PAl 
1 ml/min 

amperometrique - electrode en or 
50 ul 

soude 50 mM / acetate de sodium 
500 mM - eau demineralisee 
15 minutes 
^9-10 minutes 
on a obtenu la courbe qui est montree a la figure 16 et qui 
identifie le produit Ij^x* 

L'examen du spectre RIXIN du -^-^C du produit Ij^i* realise 
a partir d'une solution a 80 mg/ml dans D2O et represente a 
la figure 1, montre un squelette de p-D- { 1-3 ) -glucane dont 
les resonances des differents carbones ont pu etre 
identifi^es (elles sont r^unies dans le tableau A ci-apres) 
par comparaison avec les valeurs de la litterature [voir 
Williams et al . , 1992 ''Development of a vt^ater-soIuJble, 
sulfated (1^3) -p-D-glucan biological response modifier 
derived from Saccharomyces cerevisiae'', Carbohydr. Res. 235 : 
247 :25] . 



25 



30 



TABLEAU I 



Deplacements chlmicjues (ppm) du spectre RMN du 

de 1 ' echantillon 



13, 



Squelette de p-D-(1 -3)-glucane 


CI 


102,76 


C2 


73.41 




C3 


84.94 




C4 


68,45 




C5 


75.89 




C6 


61,06 


Residu D-mannitol 


C6 


63,42 



Les medicaments conformes a 1' invention d^finis plus 
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haut comportent les adjuvants de formulation classiques 
correspondant a leur mode d' administration et a la posologie 
retenues . 

L' invention a egalement pour objet un procede de 
5 preparation d'un medicament pour le traitement des 

d^reglements de I'apoptose, caracterise par le fait que I'on 
fait comporter a une composition galenique au moins I'un des 
principes actifs identifies ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, la susdite 
10 composition galenique est propre a une administration par 

voie intraveineuse . 

L' invention vise egalement 1 ' utilisation, en vue de la 
preparation d'un medicament pour le traitement des 
dereglements de I'apoptose, des substances saccharidiques du 
15 groupe comprenant les oligosaccharides derives par voie 

enzymatique ou chimique des polymeres du groupe comprenant 
les 3 1-3 glucans coraportant eventuellement des 
ramifications |3 1-6, et les oligosaccharides derives par 
voie enzymatique ou chimique des galactanes sulfates, 
20 notamment les carraghenanes , les agars et les porphyranes. 

Plus particulierement , elle vise 1 'utilisation, en 
vue de la preparation d'un medicament pour le traitement des 
dereglements de I'apoptose, des oligosaccharides de formule 
(I) et de ceux de formule {II) . 
25 Plus particulierement encore, elle vise 1' utili- 

sation des produits designes par I9 et L^^^ fractions 
DP 2 et DP 7 de I9 en vue de la preparation de medicaments 
pour le traitement des dereglements de I'apoptose, 

L' invention sera encore mieux comprise a I'aide du 
30 complement de description qui suit et des exemples qui ne 

sont nullement limitatifs mais correspondent a des modes de 
realisation avantageux, 

Dans les experiences qui vont §tre decrites ci- 
apres, on a travaille sur des cultures cellulaires dans 
35 lesquelles on a declenche un processus apoptotique en ayant 
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recours au systeme Fas ou a la staurosporine, puis on a 
etudie les effets de modulation pouvant etre obtenus avec 
les produits constituant le principe actif des medicaments 
conformes a 1' invention, 

5 Dans le cadre de ces experiences, on a determine, 

d'une part, les quantites appropriees de principe actif pour 
obtenir I'effet recherche de modulation de I'apoptose et, 
d' autre part, le ou les moments auxquels il convient 
d' administrer , pour obtenir I'effet de modulation recherche, 

10 le principe actif ou le medicament le comportant. 

EXEMPLE 1 

On a travaille sur une culture de fibroblastes 
murins genetiquement modifies pour exprimer cons ti tut ivement 

15 le recepteur humain Fas; le principe actif teste etait le 

produit designe par I9 . 

Dans une experience prealable, on a montre que les 
fibroblastes murins sont detruits par apoptose lorsqu'ils 
sont mis en presence soit du ligand Fas soit d'un anticorps 

20 agoniste reconnaissant le recepteur Fas et designe dans ce 

qui suit par FasAb. 

Dans une autre experience prealable, on a determine 
que le produit I9 n'alterait pas la croissance cellulaire, 
qu'il n'etait pas toxique vis-a-vis des fibroblastes murins 

25 aux concentrations utilisees et qu'il pouvait done etre 

ajoute a un milieu de culture cellulaire sans creer de 
problemes . 

Le milieu utilise pour la culture des fibroblastes 
murins est celui commercialise par la Societe Life 
30 Technologies sous 1 ' appellation "Dulbecco's Modified Eagle 

Medium"; ce milieu est decrit dans "Virology" 8, 396 (1959) 
par Dulbecco et al . 

On a ajoute a ce milieu 5% en vol\ime de serum de 
veau foetal . 

35 Ce milieu etait ensuite inocule avec des 
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fibroblastes murins en presence d'une quantite suffisante 
d' antibiotiques pour eliminer les possibilites de 
contamination; la concentration du milieu de culture en 
fibroblastes a ete de 10^ cellules par ml de milieu. 
5 La culture a ete effectuee a 1 ' interieur d'un 

incubateur dans lequel la temperature a ete maintenue a 
37°C; 1 'atmosphere remplissant 1 ' incubateur contenait 5% de 
CO2. 

Apres une incubation de 24 heures, on a ajoute soit 
10 le Fas ligand, soit le FasAb directement dans le milieu. 

La quantite de FasAb ajoutee a ete de 50 pg par ml 
de milieu de culture. 

Dans ces conditions, environ 70% des cellules de la 
culture sont detruites par apoptose apres environ 24 heures 
15 d' incubation . 

Cette destruction est mise en evidence par 
coloration au cristal violet des cellules survivantes . 

On a precede ensuite a un certain nombre d'essais 
destines a mettre en evidence 1' action du principe actif . 
20 Dans ces essais, on a fait varier, d'une part, la 

concentration a laquelle le principe actif est mis en oeuvre 
dans le milieu de culture et, d' autre part, le moment auquel 
le principe actif est ajoute a ce milieu de fagon a 
determiner les concentrations optimales en principe actif 
25 ainsi que le ou les moments les plus opportuns 

d' introduction du principe actif par rapport a 1' addition de 
FasAb. 

On a fait varier les concentrations en principe 
actif de 0,001 a 2 mg par ml. 
30 On a successivement etudie I'effet obtenu en 

ajoutant d'abord le principe actif avant, puis en meme temps 
et enfin apres FasAb. 

Dans un premier essai, on a ajoute le principe actif 
24 heures avant FasAb. 
35 Dans le cadre de cet essai, on a note I'effet obtenu 
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en utilisant successivement 0, puis 5, puis 10, puis 50, 
puis 100 et enfin 500 ng de FasAb par ml de culture et, dans 
chaque cas, des concentrations en principe actif 
successivement egales a 0,25, puis 0,5 et enfin 1 mg par ml 
5 de milieu de culture, etant entendu que I'on a egalement 

note I'effet obtenu en 1' absence de principe actif, c'est-a- 
dire pour une concentration de 0%. 

Aprfes 24 heures d' incubation, on precede a 1' analyse 
de survie. 

10 Le resultat de cette analyse est materialise par 

1 'histogramme de la figure 2. 

Sur I'axe des abscisses de cet histogramme, figure 
la concentration du milieu en FasAb exprimee en ng/ml et, 
sur I'axe des ordonnees, le taux de survie exprime en %. 

15 Pour chacune des concentrations en FasAb, on a 

materialise le taux de survie pour cbacune des quatre 
concentrations en principe actif, soit 0 mg/ml, 0,25 mg/ml, 
0,5 mg/ml et 1 mg/ml, par quatre rectangles paralleles a 
I'axe des ordonnees, I'ecart-type etant materialise chaque 

20 fois par un segment surmontant le rectangle correspondant 

parallelement a I'axe des ordonnees. 

Le rectangle correspondant a 0 mg/ml de principe 
actif est chaque fois celui situe le plus a gauche, celui 
correspondant a 0,25 mg/ml de principe actif est situe sur 

25 sa droite, celui correspondant a 0,5 mg/ml est situe a la 

droite du precedent et ainsi de suite. 

Les quatre rectangles sont chaque fois identifies 
par des hachures, pointilles ou degrades particuliers . 

L'examen des resultats ainsi reunis sur 

30 1' histogramme de la figure 2 montre qu'en 1' absence de 

principe actif, le taux de survie diminue avec 
1 ' augmentation de la concentration en FasAb et que ce taux 
de survie est sensiblement ameliore par 1' addition du 
principe actif. 

35 Dans un deuxi^me essai, on a ajoute au milieu de 
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culture en meme temps le FasAb et le principe actif . 

Dans ce deuxieme essai, on a note I'effet obtenu en 
utilisant successivement les memes concentrations en FasAb 
et en principe actif que dans le premier essai . 
5 Apres 24 heures d' incubation, on precede a 1' analyse 

de survie . 

Les resultats enregistres sont reunis sur 
1 ' histogramme de la figure 3 qui est constitue suivant les 
memes principes que ceux exposes a propos de celui de la 
10 figure 2 . 

Lt'examen de ces resultats montre que le taux de 
survie evolue d'une maniere analogue a celle notee pour le 
premier essai . 

Dans une troisieme serie d'essais, on a ajoute le 
15 principe actif apres FasAb, a savoir successivement: 

tout d'abord, 1 heure apres le FasAb, 

ensuite, 3 heures apres le FasAb et, 

enfin, 6 heures apres le FasAb, 
en faisant toujours varier la concentration en FasAb de 0 a 
20 500 ng par ml de culture, 

Dans le cas de 1' addition de principe actif 
effectuee 1 heure apres le FasAb, 

- on a reuni s\ir 1' histogramme de la figure 4 les resultats 
notes pour des concentrations en Ig de 0 mg/ml, de 

25 0,005 mg/ml, de 0,01 mg/ml et enfin de 0,05 mg/ml, 

- . on a reuni sur 1 ' histogramme de la figure 5 les 

resultats notes pour des concentrations en Ig de 
0 mg/ml, de 0,1 mg/ml, de 0,25 mg/ml et enfin de 
0,5 mg/ml, et 

30 - on a reuni sur 1 'histogramme de la figure 6 les resultats 

notes pour des concentrations en Ig de 0 mg/ml, de 
0,25 mg/ml, de 0,5 mg/ml et enfin de 1 mg/ml. 

Les histogrammes des figures 4 a 6 sont constitues 
suivant les memes principes que ceux exposes a propos de 
35 celui de la figure 2. 
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Dans le cas de 1' addition de principe actif 
effectuee 3 heures apres 1 'addition de FasAb, on a reuni sur 
1 ' histogramme de la figure 7 les resultats notes pour des 
concentrations en I9 de 0 mg/ml, de 0,25 mg/ml, de 0,5 mg/ml 
et de 1 mg/ml. 

Dans le cas de 1' addition de principe actif 
effectuee 6 heures apres 1 'addition de FasAb, on a reuni sur 
1 ' histogramme de la figure 8 les resultats notes pour des 
concentrations en Ig de 0 mg/ml, de 0,25 mg/ml, de 0,5 mg/ml 
et de 1 mg/ml. 

Les histogrammes des figures 7 et 8 sont constitues 
suivant les memes principes que ceux exposes a propos de 
celui de la figure 2. 

L'examen de 1 ' ensemble des resultats reunis sur les 
histogrammes des figures 4 a 8 montre que, dans le cas de 
1' addition du principe actif apres 1' addition de FasAb, le 
taux de survie augmente tou jours; cet effet a toutefois 
tendance a diminuer lorsqu' augmente le temps ecoule entre 
les additions successives de FasAb et de principe actif; il 
est par ailleurs sensible a la concentration en principe 
actif lorsque celle-ci est inferieure ^ 0,25 mg/ml; on 
n'obtient pas d' amelioration sensible pour les 
concentrations superieures a 0,25 mg/ml. 

Dans 1' experience qui vient d'etre decrite, 
I'apoptose etait induite par le systeme FasAb. 

On a effectue \ine autre experience en induisant 
I'apoptose par I'inhibiteur de kinase constitue par la 
staurosporine . 

II est rappele que la staurosporine induit une mort 
apoptotique dans le cas de la plupart des cellules a des 
doses variant de 0 , 5 a 5 pM. 

Dans cette experience, 1' addition de staurosporine 
et de I9 etait simultanee. 

On a utilise dexix doses de I9, a savoir 0,2 mg/ml et 
0 , 5 mg/ml . 
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La staurosporine a ete itiise en oeuvre a raison de 
0,5 pM puis de 1 pM et enfin de 1,5 pM. 

Le taux de survie des cellules traitees a ete 
determine dans chaque cas apres 18 heures d' incubation . 
5 Les resultats enregistres apparaissent sur 

1 'histogramme represents a la figure 9 et qui montre le taux 
de survie exprime en % en fonction de la concentration en 
staurosporine et pour les doses de I9 identifiees plus haut. 

Une experience temoin a ete effectuee pour une 
10 concentration en staurosporine de 0 yM. 

L'examen des resultats apparaissant sur I'histo- 
gramme montre que la mise en oeuvre de I9 attenue I'apoptose 
induite par la staurosporine. 

II resulte des deux experiences qui viennent d'etre 
15 decrites que le medicament conforme a 1' invention peirmet 

d'obtenir une attenuation significative de I'apoptose 
lorsque celle-ci est induite par differents agents. 

EXEMPLK 2 

20 Dans cet exemple, la culture cellulaire etudiSe 

6tait une culture de cellules humaines immortalisees , 
constitutes de lymphocytes T (type Jurkat) . 

Le milieu de culture utilise est celui commercialise 
par la Societe Life Technologies sous 1 ' appellation '"RPMI 
25 1640 Medixjm" ; ce milieu est decrit par Moore et al . dans la 

publication "A.M. A." 199 , 519 (1967). 

On ajoute a ce milieu 10% en volume de serum de veau 
foetal et des antibiotiques pour eliminer les possibilites 
de contamination. 
30 On inocule ce milieu avec une quantite de 10^ 

lymphocytes T par ml de milieu. 

La temperature de 1' incubation est de 37^C et 
1' atmosphere remplissant I'incubateur contient 5% de CO2 • 

Apres une incubation de 24 heures, on ajoute 
35 simultanement le FasAb et le principe actif . 
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La quantite de FasAb (il s'agit de celui fabrique 
par la Society Upstate Biotechnology et commercialise sous 
le n° de catalogue 05-201 par la Societe Euromedex) ajoutee 
est de 50 ng/ml de culture, 
5 Le principe actif est constitue successivement par 

le produit I9 et le produit l^ix- 

Les quantites mises en oeuvre sont dans chaque cas 
de 0,5 mg/ml . 

L' analyse de survie est effectuee 18 heures apres le 
10 debut de Inexperience, 

Cette analyse de survie consiste a faire passer un 
volume de culture contenant 10^ cellules dans un appareil du 
type de ceux qui fonctionnent par cytom^trie de flux, en 
1' occurrence celui commercialise par la Societe Beckton 
15 Dickinson sous 1 ' appellation "FAC Scan cytometer" , 

Cet appareil utilise une sonde qui detecte la 
presence de phosphatidyl serine a la surface des cellules; 
la presence de ce produit montre que les cellules en 
question sont apoptotiques , 
20 Les resultats de cette analyse apparaissent sur les 

figures 10 a 13 sur chacune desquelles sont representes 
trois polygenes, respect ivement A, B et C dont les contours 
sont definis pour etre representatif s de populations 
cellulaires distinctes; le polygene A entoure un ensemble de 
25 cellules vivantes, le polygene B un ensemble de cellules 

apoptotiques et le polygene C un ensemble de cellules 
mortes • 

Dans le tableau II ci-apres, en a reuni les 
pourcentages de cellules vivantes, de cellules apoptotiques 
30 et le pourcentage de cellules mortes dans le cas de chacune 

des figures 10 a 13 qui vent §tre commentees ci-apr^s- 
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TABLEAU XX 





Cellules vivantes 
Polygons A 


Cellules apoptotiques 
Polygone B 


Cellules mortes 
Polygone C 


Controle (Fig. 10) 


97% 


1 % 


1 % 


FasAb (Fig. 11) 


77% 


21 % 


1 % 


FasAb/Ig (Fig. 12) 


90% 


2% 


6% 


FasAb /L.,^ (Fig. 13) 


74% 


13% 


9% 



La figure 10 illustre 1' analyse de survie effectuee 
10 sur un echantillon d'un milieu de culture dans lequel on n'a 

ajoute ni FasAb, ni principe actif; il s'agit d'un temoin; 
dans ce cas, on voit qu'il n'y a substantiellement que des 
cellules vivantes qui se trouvent dans le polygone A (voir 
ligne 1 du tableau II) . 
15 La figure 11 illustre 1' analyse de survie effectuee 

sur un echantillon d'un milieu de culture dans lequel on n'a 
ajoute que du FasAb; dans ce cas, on voit que le polygone B 
contient 21% de cellules apoptotiques (voir ligne 2 du 
tableau II) . 

20 La figure 12 illustre 1' analyse de survie effectuee 

sur un echantillon d'un milieu de culture ayant ete 
additionne simultanement de FasAb et de principe actif I9 
(0,5 mg/ml) ; dans ce cas, on voit que le polygone B ne 
contient pratiquement pas de cellules apoptotiques (2%), le 

25 polygone A contenant beaucoup de cellules vivantes et le 

polygone C une certaine concentration (6%) de cellules 
mortes (voir ligne 3 du tableau II) . 

La figure 13 illustre 1' analyse de survie effectuee 
sur un echantillon d'un milieu de culture ayant ete 

30 additionne simultanement de FasAb et de principe actif L^^^ 

(0,5 mg/ml); dans ce cas, on voit que le polygone B contient 
line quantite importante (13%) de cellules apoptotiques et le 
polygone C une quantite non negligeable (9%) de cellules 
mortes (voir ligne 4 du tableau II) , 
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Les conclusions susceptibles d'etre tirees de 
1 ' examen des figures 10 a 13 et de 1' analyse du pourcentage 
des cellules presentes dans les differents polygenes font, 
par consequent, que le principe actif I9, dans le cadre de 
5 cette experience, inhibe I'apoptose FasAb (on passe de 21% 

a 2% de cellules apoptotiques) . Toutefois, une legere 
augmentation du nombre de cellules mortes est notee (ce 
nombre passe de 1% a 6%) . Si on considere le nombre de 
cellules vivantes, une protection de 13% est observee (on 
10 passe de 77% a 90%) , 

Concernant le principe actif Lii# on observe une 
augmentation du nombre de cellules mortes (on passe de 1% a 
9%) par rapport a I'effet induit par FasAb uniquement . Le 
principe bien que n'induisant pas un effet important 

15 sur le nombre de cellules vivantes, agirait done comme un 

potentialisateur de la mort cellulaire. 

Dans le but d'optimiser 1' action de on a 

realise les experiences suivantes. 

On administre, en utilisant la meme culture que 
20 precedemment : 

>^ dans une premiere experience, 50 ng/ml de FasAb seul 
(de la provenance Euromedex identifiee plus haut) 

dans une deuxieme experience, la meme quantite du 
meme FasAb simultanement a 0,5 mg/ml de produit L-^i et 
25 dans une troisieme experience, 0,5 mg/ml du produit 

^11 P^is, 24 heures plus tard, 50 ng/ml du m^me FasAb. 

Les resultats obtenus apr^s 18 heures d' incubation 
sont comme suit en comparaison avec ce qui est observe sur 
une culture temoin n'ayant ete additionnee ni de FasAb ni de 
30 ^11' grandeur prise en consideration etant le nombre de 

cellules vivantes : 

• dans le cas d' addition de FasAb seul : le nombre de 
cellules vivantes diminue de 3,6%, 

• dans le cas de 1' addition simultanee de FasAb et de 
35 L-i-i, le nombre de cellules vivantes diminue de 6,4% et 
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• dans le cas de 1' addition differee de FasAb et de L^ir 
le nombre de cellules vivantes diminue de 13,7%, 

II s'ensuit que h^^-^ est beaucoup plus actif 
lorsqu'il est administre avant FasAb. 
5 On indique que des resultats analogues ont ete 

obtenus en remplagant le FasAb identifie ci-dessus par un 
FasAb d'une autre origine, c'est-a-dire celui fabrique par 
la Societe Alexis Corporation (San Diego, USA) et 
coininercialise par la Societe Coger SA (Paris) . 
10 De I'examen des resultats des experiences qui 

precedent, il apparait qu'un medicament a base du produit 
L^i permet de potentialiser I'apoptose; on peut done 
envisager son utilisation dans le traitement de maladies du 
type auto-immunes et du cancer. 
15 D'autres experiences ont permis de verifier les 

effets produits par 1 ' administration du produit I9, d'une 
part, dans des cultures de lymphocytes dans lesquelsr a ete 
induite une apoptose Fas de faible intensite et, d' autre 
part, dans le cas des cultures de lymphocytes dans lesquels 
20 a ete induite une apoptose Fas de forte intensity. 

L' apoptose Fas de faible intensite peut etre induite 
en utilisant un FasAb de provenance Euromedex; une telle 
apoptose peut etre de I'ordre de 3 a 10%. 

L' apoptose Fas de forte intensite peut etre induite 
25 en utilisant un FasAb de provenance Alexis Corporation; une 

telle apoptose peut etre de I'ordre de 20 a 50%. 

Les experiences realisees en mettant en oeuvre une 
dose de 0,2 mg/ml du produit I9 sont illustrees par la 
figure 14 qui montre les effets enregistres, c'est-a-dire 
30 soit la stimulation soit 1' inhibition de I'apoptose 

(exprimees en %) en fonction de 1' intensite de I'apoptose 
(en %) induite par FasAb seul (concentrations de 50 a 
200 ng/ml) . 

La figure 14 montre que 
35 • dans le cas d'apoptoses de faible intensite, de I'ordre 
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de 3 a 10%, materialisees sur I'axe des abscisses par 
les points a, c, d, e, f, g, h, i, 1 ' administration 
de I9 provoque une potentialisation de 2 0 a 40% de 
I'apoptose par rapport a I'apoptose induite par FasAb 
5 seul et 

• dans le cas d'apoptoses de forte intensite, de 1 ' ordre 
de 20 a 50%, materialisees sur I'axe des abscisses par 
les points 1, m, n, p, q, 1 ' administration de la meme 
quantite de I9 provoque une inhibition de I'apoptose de 
10 5 a 20% par rapport a I'apoptose produite par FasAb 

seul . 

Sachant qu'il est possible de determiner chez un 
sujet donne I'apoptose induite au niveau des lymphocytes, il 
devient done possible de moduler celle-ci selon I'intensite 

15 constatee de ladite apoptose dans le sens de la 

potentialisation ou dans le sens de 1' inhibition en 
administrant a ce sujet un medicament ^ base de I9 . 

Ce medicament pourra, par consequent, permettre de 
corriger I'apoptose dans le sens de la potentialisation 

20 lorsque le sujet est atteint d'une affection du type cancer 

ou maladie auto- immune correspondant a une apoptose faible 
et dans le sens d'une inhibition lorsque le sujet est 
atteint d'une affection du type syndrome immuno-def icient 
correspondant a une apoptose forte, 

25 Ceci etant, on precise que les lymphocytes T type 

Jurkat presentes dans les cultures soumises aux experiences 
qui precedent, sont des cellules dont le gene suppresseur de 
tumeur p53 ou proteine p53 (Bing An et al . , 1998, ^^Cell 
Death and Differentiation" 5, 1062-1075) est mute et, de ce 

30 fait, inactif. 

Les effets observes avec les produits utilises 
conform^ment a 1' invention, notamment avec I9 et 1^x1' sont 
done probablement p53 independants ; autrement dit, les 
produits I9 et L^i sont capables de potentialiser la 

35 stimulation ou 1' inhibition de I'apoptose de par leur seule 
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presence et independamment de la presence ou de 1 ' absence du 
gene p53 actif . 

Or, dans la plupart des cancers hiimains (voir 
Hollstein et al . , 1994, «Nucl . Acid Res,", 22, 3551), la 
5 proteine p53 est mutee, done inactive; il s'ensuit que la 

mise en oeuvre d'un medicament a base d'un des produits 
conformes a 1' invention et en particulier des produits I9 et 
permet de remedier aux dysf onctionnements de la proteine 
p53 et de traiter les affections du type cancer et les 
10 maladies auto-immunes . 

L' invention permet, par consequent, de traiter les 
affections en question par une voie f ondamentalement 
dif ferente et plus simple que la therapie genique qui repose 
sur le principe visant notamment a reintroduire un gene p53 
15 normal dans le genome des cellules mutees d'un sujet malade. 

On sait que la plupart des cellules cancereuses ont 
perdu leur sensibilite a I'apoptose FasAb et cjue la plupart 
des agents anticancereux actuellement utilises agissent en 
activant le gene p53 qui, lui, agit positivement sur le 
20 syteme FasAb. Or, ces systemes ne fonctionnent plus si p53 

est mute (Muller et al, 1998, J. Exp, Med. 188, 2033-2043) . 

Selon les observations recentes, le systeme FasAb 
est capital pour la destruction des cellules cancereuses, 
soit par le syst^e immunitaire, soit par 1' action des 
25 drogues anticancereuses ; il s'ensuit que le fait que les 

produits utilises conformement a 1' invention et notamment I9 
et Ij^-^ modulent I'apoptose desdites cellules cancereuses de 
maniere independante de p53, revet une importance 
considerable et permet d'envisager la mise au point d'une 
30 nouvelle generation de medicaments notamment anticancereux. 

EXEMPLE 3 

Le produit I9 est compost, comme montre plus haut, 
d'un melange d'oligo-iota-carraghenanes , 
35 On a teste I'effet induit par differents 
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constituants de ce melange, en particulier des fractions 
DP 2, DP 3, DP 4, DP 5 et DP 7. 

On a egalement teste le polymere constituant la 
matiere premiere de I^, ainsi que le produit denomme KIK 
5 (hexasaccharide de type kappa- iota-kappa) . 

Pour ces experiences, on a procede comme indique a 
1 ' exemple 1 en introduisant simultanement , d ' une part , 
0,2 mg/ml de chacune des susdites fractions de I9 et, 
d' autre part, 100 ng/ml de FasAb d'origine Euromedex. 
10 Apres * 24 heures d' incubation, on a fait les 

constatations resumees ci-apres. 

Les fractions DP 2, DP 3 , DP 4 et DP 5 sont 
inactives et ne stimulent pas 1 ' apoptose induite par une 
faible dose (100 ng/ml) de FasAb de provenance Euromedex qui 
15 induit par elle-meme 6% de mort cellulaire apres 18 heures 

d' incubation . 

Par centre, un effet stimulateur tr^s fort est 
obtenu pour la fraction DP 7 (50%) et par le produit I9 
(70%), ce qui montre qu'un des composants actifs du melange 

20 I9 peut etre constitue par la fraction DP 7; par ailleurs, 

le produit KIK n'a pas d' activity. 

On a enfin trouve que le polymere constituant la 
matiere premiere pour la preparation de I9 avant clivage par 
1' enzyme iotase est, lui aussi, act if et stimule une 

25 apoptose Fas de faible intensite. Par centre, 1' enzyme 

iotase elle-meme, mise en oeuvre a raison de 50 unites, n'a 
pas d'activite lorsqu'elle est incubee avec les cellules. 

II s'ensuit que le principe actif I9, qui n'a pas 
d'activite apoptotique intrins^que, induit une tres forte 

30 stimulation dans le cas d'une apoptose FasAb de faible 

intensite* 



35 



EXEMPLE 4 

II a ete procede a une experience complementaire 
confijrmant les resultats traduits par la figure 14. 
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Dans le cas des phenomenes apoptotiques induits par 
Fas , la premiere des caspases de la cascade de caspases 
activees est la caspase 8. 

II a ete precede a la mesure de I'activite de cette 
5 capsase 8, qui est une enzyme proteolytique^ apres lyse des 

cellules Jurkat traitees ou non avec FasAb seul et avec 
FasAb en meme temps qu'avec , 

Pour ce faire, on a mesure 

• I'activite de la caspase 8 dans une premiere fraction 
10 d'une culture de cellules Jurkat en 1' absence de FasAb 

et de Ig; le pourcentage de cellules vivantes dans la 
culture est de 93%; 

• I'activite de la caspase 8 dans une deuxieme fraction 
de la meme culture, 18 heures apr^s incubation avec 

15 500 ng/ml de FasAb de provenance Euromedex (qui, comme 

indiqu6 plus haut, induit une faible apoptose, de 
1 ' ordre de 13%); le pourcentage de cellules vivantes 
dans la culture est de 80%; 

• I'activite de la caspase 8 dans une troisieme fraction 
20 de la m§me culture, 18 heures apres incubation avec 

500 ng/ml de FasAb de provenance Euromedex et de 0,2 
mg/ml de I9; le pourcentage de cellules vivantes dans la 
culture est de 50%; 

• I'activite de la caspase 8 dans une quatrieme fraction 
25 de la meme culture, 18 heures apres incubation avec 

2 5 ng/ml de FasAb de provenance Alexis (qui, comme 
indique plus haut, induit une apoptose intense, de 
1 ' ordre de 40%); le pourcentage de cellules vivantes 
dans la culture est de 53%; 

30 • I'activite de la caspase 8 dans une cinquieme fraction 

de la meme culture, 18 heures apr^s incubation avec 
25 ng/ml de FasAb de provenance Alexis et de 0,2 mg/ml 
de Ig; le pourcentage de cellules vivantes dans la 
culture est de 59%; 

35 La mesure de I'activite caspase a ete effectuee 
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chaque fois a I'aide du kit commercialise par la Societe 
Ozyme sous la denomination "Apo Alert Flice FLuor" No. 
K2028-2. 

Les resultats de ces mesures sont reunis dans 
5 I'histogramme de la figure 15. 

L'examen de cet histogramme montre que 
I'activite caspase 8 est faiblement stimulee (facteur 
voisin de 1,37) par FasAb Euromedex seul, 1' adminis- 
tration simultanee de I9 induisant une stimulation forte 
10 (facteur voisin de 3,93); 

I'activite caspase 8 est fortement stimulee (facteur 
voisin de 4,96) par FasAb Alexis seul, cette forte 
stimulation etant diminuee (facteur voisin de 4,05) 
lorsque I9 est introduit simultanement a FasAb Alexis. 
15 II existe, par consequent, une correlation nette 

entre 1 ' apoptose et 1' activity caspase 8. 

Le produit I9 represente done un produit capable de 
moduler I'activite de la caspase 8. 

Le fait que I'on montre que cette enzyme est 
20 essentielle dans la voie biochimique de 1' apoptose induite 

par Fas (Juo et al . , Curr. Biol. 8, 1001-1008, 1998), permet 
d'envisager de nouveaux medicaments a base 

d' oligosaccharides permettant de cibler les enzymes du type 
caspase. 

25 Ces produits representent done une alternative a une 

therapie basee sur des peptides portant la sequence reconnue 
par la caspase 8 ("substrats suicide" de caspase 8). 
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REVENDICATIONS 

1. Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, a titre de principe actif, une quantite efficace 
d'au moins une substance oligosaccharidique propre a moduler 

5 les dereglements de I'apoptose et comportant eventuellement , 

sur au moins certains de ses motifs unitaires, au moins un 
substituant du groupe comprenant les groupements sulfate, 
methyle et acetyle, la substance etant choisie dans le 
groupe comprenant 
10 - les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 

chimique des polymeres du groupe comprenant les (3 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications (3 1-6, 
et 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
15 chimique des galactanes sulfates, notamment les 

carraghenanes , les agars et les porphyranes* 

2, Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, a titre de principe actif, une quantite efficace 
d'au moins un oligosaccharide propre a moduler les 

20 dereglements de I'apoptose et repondant a la formule 



25 



Glue 



Glue 



Glue 
1 

t 6 
Glue 



a) 



J n 



dans laquelle n represente un nombre entier de 1 a 50, de 
preference de 5 a 10 et dans laquelle le nombre de 
30 branchements varie de 0 a 3 par unite de repetition, 

3. Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, ^ titre de principe actif, une quantite efficace 
d'au moins un disaccharide de repetition propre a moduler 
les dereglements de I'apoptose et repondant a la formule 
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Gal (II) 



n 



5 dans laquelle n represente un nombre entier de. 1 a 50, de 

preference de 1 a 20, au moins certains des disaccharides de 
repetition de formule (II) pouvant comporter un ou plusieurs 
groupes sulfate. 

4. Medicament caracterise par le fait qu'il 
10 comporte, a titre de principe actif, une quantite efficace 

du produit propre a inhiber au moins partiellement 
I'apoptose et obtenu par hydrolyse a partir de iota- 
carraghenate de sodium, ce produit etant constitue par un 
melange d' oligo-iota-carraghenanes designe par I5, dont la 
15 teneur en oses totaux (determinee selon Tillmans et 

Philippi) est de 62% et dont le profil de distribution par 
taille, estime par electrophorese sur gel de polyacrylamide 
selon Zablakis et Perez, est: 

lota-neocarratetraose (DP 2 ) 8-12% 
20 lota-neocarrahexaose (DP 3) 23-27% 

lota-neocarraoctaose (DP 4) 18-22% 
lota-neocarradecaose (DP 5 ) 13-17% 
lota-neocarradodecaose ( DP 6 ) 8 - 1 2 % 

Oligo-iotacarraghenane (DP 7) 3-7% 
25 Oligo-iotacarraghenanes const itues par 8 

a 15 disaccharides de repetition (DP 8-15) 13-17%, 

5. Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, a titre de principe actif, une quantity efficace 
du produit propre a activer les der^glements de I'apoptose, 

30 obtenu par extraction aqueuse acide ^ partir des algues 

brunes et plus particulierement d'une algue brune denomm6e 
ZjaminaricL digitata, ce produit etant constitue par un 
melange d'oligo (5 1-3 glucans designes par L^^^ comportant 
de 1 a 50, de preference de 20 a 30 unites saccharidiques , 

35 le produit en question presentant le spectre RMN montre a la 
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figure 1. 

6. Medicament caracterise par le fait qu'il 
comporte, a titre de principe actif, une quantite efficace 
du produit propre a activer les dereglements de I'apoptose 

5 et constitue par la fraction DP 7 du produit I9. 

7. Procede de preparation d'un medicament pour le 
traitement des dereglements de I'apoptose, caracterise par 
le fait que I'on fait comporter a une composition galenique 
au moins I'un des principes actifs des medicaments selon au 

10 moins I'une des revendications 1 a 6. 

8. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
I'apoptose, d'au moins I'une des substances oligo- 
saccharidiques comportant eventuellement , sur au moins 

15 certains de leurs motifs unitaires, au moins un substituant 

du groupe comprenant les groupements sulfate, methyle et 
acetyle, lesdites substances qui sont propres a moduler les 
dereglements de I'apoptose etant choisies dans le groupe 
comprenant 

20 - les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 

chimique des polymeres du groupe comprenant les P 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications (3 1-6, 
et 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique ou 
25 chimique des galactanes sulfates, notamment les 

carraghenanes , les agars et les porphyranes • 

9. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
I'apoptose, des oligosaccharides de formule (I) et de ceux 

30 de formule (II) • 

10. Utilisation des produits design^s par I9 et L^^^ 
et du produit constituant la fraction DP 7 du produit I9 en 
vue de la preparation de medicaments pour le traitement des 
dereglements de 1 ' apoptose . 
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CIAIMS 



1 Medicine, characterized in that it comprx:.cs, as 

an active principle, an effective amount of at least, one 
oligosaccharide substance which capable of modxiymq 
apoptosis dysfunctions and which optionally comprises, on 
at least .-ome of its individua] units, at icast one 
substitaent of the group comprising sulfate, methyl and 
acetyl groups, said substance being choser. from the group 
comprising : 

- the oligosaccharides wh^ch are derived, by 
enzymatic or chemical process, from the po.lymcrs ot the 
group comprising (1 --^3) -|5-glucans which optionally 

coTT.prise (l-->6)-p- branching, and 

- the oligosaccharides which are derived, by 
enzymatic or chemical process, from carrageenans, from 
agars and from porphyrans. 

2 Medicine, characterized in that it comprises, as 

an active principle, an effective amount of at least one 
oligosaccharide which is capable of modifying apoptosis 
dysfunctions and which satisfies the formula : 




in which n represents an integer from 1 to 50, preferably 
from 5 to 10, and in which the number of branches var.es 
from 0 to 3 per repeat unit. 

Medicine, characterized in that it comprises, as 
an active principle, an effective amount of at least one 
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repeat. disaccharidc which is capable of modifying 
apoptos.is dysfunctions and which satisfies the formula : 



a ^ 

Gal ^ Ga) ^ 



Oal 01) 

n 



13 1 * 

6 Medicine, characterized in that it comprises, 

an active principle, an effective amount of the product 

whi.ch i. capable of activating apoptosis dysfunctions and 

■ ^-F Fr;,r-i--lon DP 7 of the product Tc, 

which consista ot iraction uc 

according to Claim '1- 

7, Method for preparing a medicine for Lreating 

apoptosis dysfunctions, characterized in that a 
pharmaceutical composition comprises at least one of the 
active principles of the medicines according to at least 
one of Claims 1 to 6. 

0 Use, with a view to preparing a medicine tor 

treating apoptosis dysfunctions, of at least one of the 
cliaosaccharidc substances which optionally comprise, on 
at least some of their Individual uniL«, nl leor.t one 
substituent of the group comprising sulfate, methyl and 
aceryl grouos, said substances which are capable of 
modifying apoptosis dysfunctions being chosen from the 

group comprising : 

- the oligosaccharides which are derived, by 
enzymatic or chemical process, from the polymers of the 
group comprising ( l->3 ) -(5-gl ucans which optionally 

comprise (l->6)-l)- branching, and 

_ the oligosaccharides which are derived, by 
enzymatic or chemical process, from carrageenans, from 
agars and from porphyrans. 

9 U:.c, with a view to preparing a medicine for 

treating apoptosis dysfunctions, of the oligosaccharides 
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of formula (I) and of those of formula (ID- 
10 use of the products which are referred to as I, 

.nd L.. and ol the product constituting traction DP / of 
product I, according to Claim 4 w.th a v.ew to 
,.eparin. medicines lor treating apoptosis dy.funct .ons . 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/00229 



I. Base du rapp rt 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conforwement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

i-25 version initiale 



Revendications, N°: 

1-10 re9ue(s) le 



29/03/2000 avec la lettre du 27/03/2000 



Dessins, feuilles: 

1/8-8/8 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n"*^ : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activlte inventive et la possibilite d'appiicati n 
industrielle 

La question de savoir si Tobjet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activlte 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n*a pas 6te examinee pour 
ce qui conceme : 

□ Tensemble de la demande int mationale. 

K les revendications n*"^ 1 -6 et 8-10. 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale iT* PCT/FR99/00229 



parce que : 

El la demande intemationale, ou les revendications n« 1-6 et 8-10 en question, se rapportent a I'objet sulvant, a 
regard duquel radmlnistratlon chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un 
examen preliminaire intemational (preciset) : 

voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquerles elements ci-dessous), ou les revendications 
n°" en question ne sont pas clairs. de sorte qu'il n'est pas possible de fomnuler une opinion valable 
(precise!) : 



□ les revendications, ou les revendications n°" en question, ne se tondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabii de rapport de recherche intemationale pour les revendications n°^ en question. 



V. Declaration motivee salon I'article 35(2) quant a fa nouveaute, l activite inventive et la possibilrte 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-10 




Non : 


Revendications 




Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-10 




Non : 


Revendications 




Possibilite d'application Industrielle 


Oui : 


Revendications 


cf. feuille separee 


Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 
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Demande intemationale n" PCT/FR99/00229 



VIII. Obs rvati ns relatives a la d mand int rnationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications. d© la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demands intemationale n° . PCT/FR99/00229 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

SECTION III 

1 ) . La presents Administration considere que I'objet des revendications 1-6 et 8-10 

est vise par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera 
pas em is d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de ces revendications 
est susceptible d'application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 

SECTION V 

2) . II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si 

les revendications 1-6 et 8-10 sont susceptibles d'application Industrielle. La 
brevetabilite peut aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete 
formulees. Ainsi, I'Office europeen des brevets ne considere pas comme 
susceptible d'application industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un 
compose a des fins medicales. Par centre, peuvent etre acceptees des 
revendications relatives a un compose connu, pour une premiere utilisation a des 
fins medicales ainsi que des revendications relatives a I'utilisation d'un tel 
compose dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement 
medical. 

3) . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: EP-A-0 795 560 

D2: WO 95 02684 

D3: EP-A-0 552 373 
Les passages cites pour chaque document D1-D3 du rapport de recherche sont 
consideres sauf indication contraire. 

4) . a) Aucun des derives selon les revendications 1-5 ou leur utilisation selon les 

revendications 6-10 ne sont decrits dans I'art anterieur disponible D1-D3 (Art. 
33(3) PCT). 

D1 decrit des oligosaccharides derives de polymeres du groupe comprenant des 
galactanes sulfates et leur utilisation dans la fabrication de medicaments destines 
au traitement de I'apoptose. De tels derives ne sont plus compris dans les 
nouvelles revendications 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuille 1) (OEB-avril 1997) 



V 



RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR99/00229 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Les documents D2 et D3 ne concernent pas des oligosaccharides. La 
revendication 3 vise des oligosaccharides Gal a 1-3 Gal [SPEC0803] 1-4 qui ne 
sont pas decrits par D1. 

5) . A la difference des derives galactanes sulfates selon D1 , le Demandeur a 

constate que ses derives pouvaient, soit stimuler I'apoptose dans le cas de 
cellules deficientes soit inhiber I'apoptose dans le cas de cellules suractives (cf. 
p.21-22 de la demande). En d'autres termes, les derives revendiques presentent 
une activite modulatrice de I'apotose qui n'est ni mentionnee ni suggeree dans le 
document D1 qui ne fait etat que d'une activite stimulante (apoptosis inducer). 
L'object des revendications 1-10 implique une activite inventive (Art. 33(3) PCT). 

SECTION VII 

6) . Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 

I'etat de la technique anterieure pertinent expose par D1 et ne le cite pas. 

SECTION VIII 

7) . La description n'a pas ete adaptee aux nouvelles revendications (Art. 6 PCT). 
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REVENDICA.TIONS 

1. Medicament caracteris^ par le fait qu'il 
comporte, a titre^^e principe actif. une quantity efficace 
d'au moins une substance oligosaccharidique propre 4 

5 moduler les d6r6glements de I'apoptoss et coiaportant 
eventuellement, sur moins certains de ses motifs 

unitaires, au moins un substituant du groupe comprenant 
les groupements sulfate. mStUyle et acetyls, ia substance 
etant choisie dans le groupe comprenant 

10 - les oligosaccharides derives par voie enzyiaatique 

ou chimique des polymeres du groupe comprenant les 3 1-3 
glucans comportant eventual lement des ramifications |3 1-6, 
et 

- les oligosaccharides derives par voie enzyraatique 
15 cu chimique des des carragh^nanes, des agars et des 
porphyranes . 

2. Medicament caracte=is6 par le fait qu'il comporte, 
^ titre de principe actif, une quantite efficacs d'au 
moins un oligosaccharide propre a moduler les dereglements 
20 de I'apoptose et r6pondant a la formule 



25 



Glue 



Giuc- 



Gtuc 
«-Giuc 



CP 



J n 



dans iaquelle 

repr^sente un nombre entier 1 k 50, de pr^f^rence da 5 
30 a 10 et dans Iaquelle le nombre de branchements varie de 0 
k 3 par unite de repetition. 

3. Medicament caract6ris6 par le fait qu'il 
comporte, k titre de principe actif, une quantite efficace 
...^^-^.^^^^^^^ repetition propre a modular 

35 les derfeglements de I'apoptose et repondant a la formule 
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figure 1. 

6. Medicament caracterisfe par la fait qu'il 
conporte, i titre^-de F3:incipe actif, ur.e quantite efficace 
du produit propre a activer les dereglements de I'apoptose 

5 et constitu6 par la fraction DP 7 du produit Ig selon Xa 
revendica'cion 4* . 

7, Proced6 de preparation d'un la^dicainent pour le 
traitemeai: des dereglements de l*apoptose, caracterise par 
le fait que I'on fait comporter a une cciuposition 

' 10 gal4nique au moins I'un des principes actifs des 

laedicamenrs selon au moins I'une des revendications 1 a 6. 

B. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
I'apoptose, d'au moins I'une des substances oligo- 
15 saccharidiques comportant eventuel lament^ sur au moins 
certains de leurs motifs unitaires, au moms un 
substituajrit du groupe comprenant les groupements sulfate, 
methyle et ac6tyie, lesdites substances qui sont propres a 
moduler les dereglements de I'apoptose erant choisies dans 
20 le groupe comprenant 

- les oligosaccharides derives par voie enzymatique 
ou chimique des polymeres du groupe comprenant les 3 1-3 
glucans comportant eventuellement des ramifications 3 1-6, 
et 

25 - les oligosaccharides derives' par voie enzymatique 

cu chimique des carraghenanes, des agars et des 
porphyranes , 

9. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicamenc pour le traitement des dereglements de 
30 I'apoptose, des oligosaccharides de formule (I) et de ceux 
de formule (II) . 

10. Utilisation des produits d^signes par et Ln 
et du produit constituant la fraction DP 7 du produit 1 9 
selon la revendication 4 en vue de la pr4paration de 
35 medicaments pour le traitement des dereglements de 
1 'apoptose, 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ I the international application as originally filed. 

the description, pages ^"^^ , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of . . 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-10 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



27 March 2000 (27.03 .2000> 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/8-8/8 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
1 — I beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 

PCT/FR99/00229 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 

claims Nos. 1-6 and 8-10 

because: 

the said international application, or the said claims Nos. ^ ^ 1-6 and 8-10 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 

See 'bhe Supplemental Box. 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III. 



The present Authority considers that the subj act matter 
of Claims 1-6 and 8-10 is subject to the provisions of 
PCT Rule 67.1(iv). It is for this reason that no opinion 
shall be given as to whether or not the subject matter of 
said claims is industrially applicable (PCT Article 
34 (4) (a) (i) ) - 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



1-10 



see Boxes III and V 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 
1. 



There are no uniform criteria in the PCT Contracting 
States to determine whether Claims 1-6 and 8-10 are 
industrially applicable- The patentability may also 
depend on the way in which the claims have been 
formulated. Thus the European Patent Office does 
not consider the subject matter of claims concerning- 
the use of a compound for medical purposes to be 
industrially applicable. On the other hand, the 
following may be accepted: claims relating to a 
known compound for first-time use for medical 
purposes and claims relating to the use of such a 
compound in manufacturing a drug with a view to a 
new medical treatment. 



2. Reference is made to the following documents: 

Dl: EP-A-0 795 560 

D2: WO 95 02684 

D3: EP-A-0 552 373 
Unless otherwise specified, the passages of D1-D3 
considered in the present report are those cited in 
the international search report. 

3. None of the derivatives according to Claims 1-5 or 
their use according to Claims 6-10 is described in 
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l^P^ationat application No. 
PCT/FR 99/00229 



the available prior art (D1-D3) (PCT Article 33(3)). 
Dl describes oligosaccharides derived from polymers 
of the group comprising sulphated galactans and the 
use thereof for manufacturing drugs for treating 
apoptosis . Such derivatives are no longer included 
in the new claims. 

Dl and D2 do not concern oligosaccharides. Claim 3 
concerns Gal a 1-3 Gal [SPEC0803] 1-4 
oligosaccharides which are not described in Dl . 

4 . In contrast to the sulphated galactan derivatives of 
Dl, the applicants have observed that their 
derivatives could either induce apoptosis in the 
case of deficient cells or inhibit apoptosis in the 
case of overactive cells (cf. pages 21-22 of the 
present application) . In other words , the claimed 
derivatives have an apoptosis -modulating activity 
which is neither indicated nor suggested in Dl , 
which merely describes an inducing activity 
(apoptosis inducer) . 

The sub j ect matter of Claims 1-10 involves an 
inventive step (PCT Article 33(3). 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
description neither discloses the relevant prior art 
disclosed in Dl, nor does it cite this document. 



Form PCT/IPE A/409 (Box VII) (January 1994) 



f 

LSME 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



In^l^ional application No. 
PCT/FR 99/00229 



VIIL Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The description has not been brought into line with the 
new claims (PCT Article 6) . 
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RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 



Date rfexp^ition 
(jour/mois/ann4e} 



0 9. 05. 00 



R^f^rence du dossier du deposant ou du mandataire 
BCT990010/GK 


NOT1RCATX5N BWIPORTArrTE 


Demande Internationale No. 
PCT/FR99/00229 


Date du d6pot international (jour/mois/ann40) 
03/02/1999 


Date de priority (jour/mois/ann4e) 
03/02/1998 


Ddposant 

LABORATOIRES GOEMAR S.A. et al. 



1 II est notifi6 au deposant que I'administration chargee de fexamen pr6liminaire international a etabli le rapport 
■ d'examen preliminaire international pour la demande intemationale et le lui transnnet ci-joint, accompagne. ie 
cas echeant, de ces annexes. 

2. Une copie du present rapport et. le cas ech6ant. de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication a tous les offices elus. 

3 Si tel ou tel office elu Texige. le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 

4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains l<^^lij^^^^ 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans ie delai de 30 mois a compter de la date de pnonte (ou 
plus tard pour ce qui conceme certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301)- 

Losrqu'une traduction de la demande intemationale doit etre remise a un office ^^^^^^^f.^^^ ,3 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire intemational, II appartient au deposant d etablir la 
traduction en question et de la remettre directement k chaque office elu int6ress6. 

Pour plus de precisions en ce qui conceme les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 
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Fax:+49 89 2399-4465 
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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par radministaration chargee de rexamen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformdment a Tarticle 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S II est accompagne d'ANNEXES, c'est-^-dire de feuilles de ta description, des revendlcations ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres d 
radministration chargee de Texamen preliminaire international (voir ta regie 70.16 et I'instruction 607 des instructions 
admintstratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 2 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute. I'activite inventive et ta possibitite 
d'application industrietle 

Absence d'unite de t'invention 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute. I'activite inventive et la possibility 
d'application Industrietle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Irregularitds dans ta demande Intemationate 
Observations relatives a ta demande intemationate 



II 


□ 


III 


SI 


IV 


□ 


V 


SI 


vt 


□ 


Vtl 




VIII 





Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 
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Date d'achevement du present rapport 

'0 a 05. 00 


Nom et adresse postale de t'administration chargee de 
I'examen preliminaire internationaJ: 

^ Office europeen des brevets 
M|} D-80298 Munich 
C^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eomu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

Uiber, P (C ^ I 

N" de telephone +49 89 2399 8474 X^**:,^ 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande.intemationale n° PCT/FR99/00229 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : * 

Description, pages: 

1 -25 version initiale 



Revendicatlons, N^: 

1-10 re9ue(s) le 



29/03/2000 avec la lettre du 27/03/2000 



Dessins, feuilles: 

1/8-8/8 version initiale 

2. Les modifications ont entralne Tannuiation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n" : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete consider es 

comme allant au-dela de Texpose de {'invention tel qu'il a ete depos^, comme 11 est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d'oplnlon quant a la nouveaute, l*actlvlte inventive et la posslbilite d'applicati n 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau. impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d*application industrielle n'a pas 6Xe examinee pour 
ce qui conceme : 

□ Tensemble de la demande intemationale. 
la les revendications n" 1-6 et 8-10. 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/00229 



parce que : 

H la demande intemationale, ou las revendications n" 1-6 et 8-10 en question, se rapportent a Tobjet suivant. a 
regard duquel radministration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un 
examen preliminaire international {precise/) : 

voir feu i lie separee 

□ la description, les revendications ou les dessins {en indiquer les elements ci-dessous), ou les revendications 
n" en question ne sont pas clairs, de sorle qui! n'est pas possible de formuler une opinion valable 
{precise/) : 



□ les revendications, ou les revendications n" en question, ne se fondent pas de fagon adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de fomiuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n" en question. 



V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibilite 
d'application tndustrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-10 

Non ; Revendications 

ActivitG inventive Oui: Revendications 1-10 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications cf. feuille separee 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregutarites dans la demande Internationale 

Les irregularit^s suivantes. concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont 6\e constatees 
voir feuille separee 
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VIII. Observations r lativ s a la demand Internationale 

Les observations suivantes sent faites au sujet de la clarle des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur ta description : 

voir feu ille separee 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR99/00229 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



SECTION III 

1) . La presente Administration considere que I'objet des revendications 1-6 et 8-10 

est vise par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi 11 ne sera 
pas emis d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de ces revendications 
est susceptible d'application industrielle (article 34(4) a) i) PCT). 

SECTION V 

2) . II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si 

les revendications 1-6 et 8-10 sont susceptibles d'application industrielle. La 
brevetabilite peut aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete 
formulees. Ainsi, I'Office europeen des brevets ne considere pas comme 
susceptible d'application industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un 
compose a des fins medicales. Par contre. peuvent etre acceptees des 
revendications relatives a un compose connu. pour une premiere utilisation a des 
fins medicales ainsi que des revendications relatives a I'utilisation d'un tel 
compose dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement 
medical. 

3) . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: EP-A-0 795 560 

D2: WO 95 02684 

D3: EP-A-0 552 373 
Les passages cites pour chaque document D1-D3 du rapport de recherche sont 
consideres sauf indication contraire. 

4) . a) Aucun des derives selon les revendications 1-5 ou leur utilisation selon les 

revendications 6-10 ne sont decrits dans I'art anterieur disponible D1-D3 (Art. 
33(3) PCT). 

D1 decrit des oligosaccharides derives de polymeres du groupe comprenant des 
galactanes sulfates et leur utilisation dans la fabrication de medicaments destines 
au traitement de Tapoptose. De tels derives ne sont plus compris dans les 
nouvelles revendications 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale n** PCT/FR99/00229 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Les documents D2 et D3 ne concernent pas des oligosaccharides. La 
revendication 3 vise des oligosaccharides Gal a 1-3 Gal [SPEC0803] 1-4 qui ne 
sont pas decrits par D1 . 

5) . A la difference des derives galactanes sulfates selon D1 , le Demandeur a 

constate que ses derives pouvaient, soit stimuler Tapoptose dans le cas de 
cellules deficientes soit inhiber Tapoptose dans le cas de cellules suractives (cf. 
p. 21 -22 de la demande). En d'autres termes, les derives revendiques presentent 
une activite modulatrice de I'apotose qui n'est ni mentionnee ni suggeree dans le 
document D1 qui ne fait etat que d'une activite stimulante (apoptosis inducer), 
L'object des revendications 1-10 implique une activite inventive (Art. 33(3) PCT). 

SECTION VII 

6) . Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) 11) PCT. la description n'indique pas 

I'etat de la technique anterieure pertinent expose par D1 et ne le cite pas. 

SECTION VIII 

7) . La description n'a pas ete adaptee aux nouvelles revendications (Art. 6 PCT). 
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REVEHDICATIONS 

1. Medicament caracteris^ par le fait qu'il 
comporte/ a titre de principe actif/ une quantity efficace 
d'au moins une sxafcstance oligcsaccharidique propre i 
5 moduier les dereglements de I'apoptose et comportant 
eventuellement, sur au moins certains de ses motifs 
unitairasr au moins un substituant du groupe compreriant 
les groupeiaents sulfate. la^thyie et ac^tyle, la substance 
etant choisie dans le groupe comprenant 
10 - Les oligosaccharides derives par voie enzi/taarique 

ou chiniique des polyiaeres du groupe comprenant les 3 1~3 
glucans conportant eventual lement des ramifications p 1-6, 
et 

- les oligosaccharides derives par voie enzynatique 
15 cu chimique des des carragh^nanes, des agars et des 
porphyranes. 

2. Medicament caracterisfe par le fait qu'il compcrte, 
a titre de principe actif ^ une cuantite efficace d*au 
moins un oligosaccharide propre a moculer les dereglements 
20 . de l^apoptose et r6pondant a la forrauLe 
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Glue 

B 6 ^® 

Que — 2-*- Glue — ^—Gluc 



CD 



dans iaquelle n 
represente un nombre entier ds 1 ci 50, de preference da 5 
30 k 10 et dans Iaquelle le nombre de branchements varie de 0 
i 3 par linite de repetition. 

3, Medicament caractferis6 par ie fait qu'il 
comporte, 4 titre de principe actif, une quantity efficace 
- ----- noins un disaccharide de repetition propre a mcduler 

35 les dereglements de I'apoptose et repondant a la fcrmule 
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figure 1. 

6. M^dicement caracteris^ par le fait qu'il 
conporte, d titre de prlncipe actif/ ur.e quantite efflcace 
du produit propre a activer les dereglements de I'apoptcse 

5 et ccn.stitu6 par la fraction DP 7 du produit I9 selon la 
revendicazion 4. 

7. Procede de preparation d'un ni^dicament pour le 
traitemem: des dereglements de I'apoptose, caract^rise par 
le fait que I'on fait comporter a une ccnpositicn 

10 calsnique au moins I'un des principes act if s des 
medicamenrs selon au moins i'une des revendicatior.s 1 a 6. 

8. Utilisation/ en viae de la preparation d'un 
medicament pour le traitement des dereglements de 
I'apoptosS/ d'au moins I'une des substances oligo- 

15 saccharidiques coaportant eventuelleraent/ sur au moins 
certains de leurs motifs unitaires, au moans un 
substituajT.t du groupe comprenant les grouperaents sulfate, 
methyls ©t ac6tyle, lesdites substances qui sont propres a 
moduler les dereglements de I'apoptosa etant ctioisies dans 

20 Is groupe comprenant 

- les oligosaccharides derives par voie enzyroatique 
ou chimique des polymSres du groupe comprenant les p 1-3 
glucans comportant ^ventuelleinent des ramifications 3 1-6, 
et 

2S - les oligosaccharides c6rives par voie enzymatique 

cu chimique des carraghenanes, des agars et des 
porphyranes. 

9. Utilisation, en vue de la preparation d'un 
medicament pour le traitezcieht des dferSglements . de 

30 I'apoptose, des oligosaccharides de formule (I) et de ceux 

de formule {II) . 

10, Utilisation des pxoduits d6signes par I? et Ln 

et du produit constituant la fraction DP 7 du produit I» 

selon la revendication 4 en vue de la preparation de 
35 medicaments pour le traitement des dereglements de 

I'apoptose, 



ft.; 



